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(54) VERFAHREN ZUM SPEKTROMETRISCHEN CHARAKTERISIEREN VON MIKROORGANISMEN

(57) Die Erfindung betrifft Verfahren zum spektrometrischen Charakterisieren von Mikroorganismen, insbesondere
unter Verwendung von Infrarot-spektrometrischen Methoden, die auch in Gegenwart von Varianzeinflissen wahrend
der Messung robust und verlasslich sind. Beispielsweise streuen die einzelnen Anhaufungen der Datenpunkte Uber
verschiedene Serotypen (SV#1 und SV#2) bei einer Hauptkomponentenanalyse von Infrarot-Spektren zweier verschie-
dener Serotypen (SV#1 und SV#2) eines Mikroorganismus in Abhangigkeit von vier verschiedenen Feuchteniveaus
relativer Feuchte (rH#1 bis rH#4), die im Messschacht eines Infrarot-Spektrometers fiir die Messung gezielt eingestelit
wurden. Mittels einer linearen Diskriminanzanalyse, der vorgegeben wurde, diejenigen spektralen Merkmale, z.B. Haupt-
komponenten, die die Unterscheidungskraft zwischen den einzelnen bekannten Serotypen maximieren, zu identifizieren
und aufzugewichten, und diejenigen spektralen Merkmale, die von den Varianzen innerhalb der einzelnen Serotyp-Klas-
sen beeinflusst werden, welche im Wesentlichen von den Feuchteniveaus bei der Messung herriihren, so weit wie
moglich auszublenden, kdnnen die unterschiedlichen Feuchteniveaus (rH#1 bis rH#4) feuchteunabhéngig in eine zu-
sammenhangende, spindelférmige Datenwolke pro Serotyp zusammengeschrumpft werden, ohne dass sich die einzel-
nen Serotyp-Datenwolken Uberlagern oder durchdringen.
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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung betrifft Verfahren zum spektro-
metrischen Charakterisieren von Mikroorganismen, ins-
besondere unter Verwendung von Infrarot-spektrometri-
schen Methoden.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Der Stand der Technik wird im Folgenden mit
Bezug auf einen speziellen Aspekt erlautert. Dies soll
jedoch nicht als Einschrankung verstanden werden.
Niitzliche Fortentwicklungen und Anderungen vom aus
dem Stand der Technik Bekannten kénnen auch Uber
den vergleichsweise engen Rahmen dieser Einleitung
hinaus anwendbar sein und werden sich getibten Prak-
tikern auf diesem Gebiet nach der Lektlre der nachfol-
genden Offenbarung umstandslos erschlief3en.

[0003] Bei der spektrometrischen Charakterisierung
von Mikroorganismen, z.B. Bakterien, Pilzen, Hefen, Al-
gen oder Protozoen (auch Viren), kdnnen die spektro-
metrischen Messungen Organismus-externen Varian-
zen ausgesetzt sein, die den Inhalt der Spektren und
folglich auch die Qualitat der Analyse beeinflussen. Or-
ganismus-extern bedeutet, dass diese Varianzen nicht
in der taxonomischen Einordnung des Mikroorganismus
begriindet sind.

[0004] Ein Beispiel kann bei der Infrarot-spektrometri-
schen Charakterisierung in den wahrend der Messung
herrschenden unterschiedlichen Feuchtebedingungen,
denen die praparierten Proben im Messschacht des In-
frarot-Spektrometers wegen der meist fehlenden Ab-
schirmmaflnahmen unweigerlich ausgesetzt sind, aus-
gemacht werden. Der Feuchtegehalt der Proben wirkt
sich unmittelbar auf die in einem Infrarot-Spektrum wi-
dergespiegelten Dreh- und Streckschwingungen aus.
Beispielsweise ist der absolute Feuchtegehalt der Luft in
warmen Jahreszeiten typischerweise héher als in kalte-
ren Jahreszeiten (saisonale Abhangigkeit). Auch kann
die Feuchte vom Ort der Messung abhangen. Man stelle
sich ein mobiles Infrarot-Spektrometer vor, beispielswei-
se in einem Einsatzfahrzeug des Katastrophenschutzes,
das sowohl an der Kiste (tendenziell hohe Luftfeuchte)
als auch im Hochland oder sogar Gebirge (tendenziell
niedrigere Luftfeuchte) eingesetzt werden kann.

[0005] Problematisch wird diese Feuchtevarianz
dann, wenn die eigentliche Charakterisierungsmessung
unter Bedingungen ausgefiihrt wird, die sich von denen,
die bei der Erfassung von Referenzdaten herrschen,
deutlich unterscheiden. Bei der Charakterisierung von
Mikroorganismen werden Referenzdaten haufig fir die
Ermittlung des phylogenetischen Taxons herangezogen,
z.B.inder Hierarchie von oben nach unten Doméne, Phy-
lum/Reich, Stamm, Klasse, Ordnung, Familie, Gattung
und Art. Durch feuchteinduzierte Unterschiede kann die
Verlasslichkeit der Charakterisierung leiden. Das Bei-
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spiel lasst sich von der Feuchte auf die im Messschacht
herrschende Temperatur Gbertragen, weil die Tempera-
tur zumindest indirekt die Fahigkeit der praparierten Pro-
ben zur Feuchtigkeitsaufnahme und damit die Schwin-
gungseigenschaften der Molekiile beeinflusst.

[0006] In dem zuvor genannten Beispiel lieBen sich
instrumentelle MalRnahmen treffen, um die aufgefiihrten
Probleme abzumildern. So kdnnte ein hermetisch ver-
siegelbarer Messschacht fir das Infrarot-Spektrometer
konstruiert werden oder der Messschacht kénnte konti-
nuierlich mit einem bezuglich Feuchte und Temperatur
vorkonditionierten Gas gespult werden, so dass in ihm
wahrend der Messung konstante einheitliche Bedingun-
gen aufrechterhalten werden. Diese Konstanz wiirde da-
fur sorgen, dass kein wesentlicher Unterschied zu den
Bedingungen besteht, die wahrend der Aufzeichnung
von Referenzdaten herrschen. Allerdings hat sich diese
hermetische Versiegelung bei den Spektrometer-Her-
stellern nicht durchgesetzt.

[0007] Es gibt vielfaltige Berichte Gber die spektrome-
trische Charakterisierung von Mikroorganismen. Aus-
zugsweise wird auf die folgenden Dokumente verwiesen:
[0008] US 2008/0132418 A1 erlautert ein Verfahren
zum Charakterisieren eines Mikroorganismus fir den
Zweck der medizinischen Diagnose oder Nahrungsmit-
tel- und Umweltkontrolle. Mindestens ein Spektralbild
des Mikroorganismus mit mehreren Pixeln wird erhalten
und ein oder mehrere Spektren werden aus dem Spek-
tralbild mit mehreren Pixeln auf der Basis von vorbe-
stimmten Spektraleigenschaften ausgewahlt, wobei die
ausgewahlten Spekiren Spektralinformationseigen-
schaften des Mikroorganismus umfassen. Fir die Iden-
tifikation kdnnen die ausgewahlten Spektren des Mikro-
organismus mit Spektren von Bezugsmikroorganismen
in einer Datenbank verglichen werden. Die Datenbank
kann erstellt werden durch: Erhalten von mindestens ei-
nem Spektralbild mit mehreren Pixeln fiir jeden von einer
Vielzahl von Bezugsmikroorganismen, wobei jedes Pixel
ein Signal aufweist, das einem Spektrum eines Bezugs-
mikroorganismus entspricht; und Auswahlen von Spek-
tren aus den Spektralbildern mit mehreren Pixeln auf der
Basis von vorbestimmten Spektraleigenschaften, um die
Datenbank zu erstellen, wobei die Datenbank mindes-
tens ein Spektrum fiir jeden der Bezugsmikroorganismen
umfasst.

[0009] M. J. Gupta et al. (Transactions of the ASABE,
Vol. 49(4), 2006, 1249-1255) berichten Uber die Identifi-
zierung und Quantifizierung von vier lebensmittelgan-
gigen Enterobakterien (Escherichia coliO26, Salmonella
typhimurium, Yersinia enterocolitica und Shigella boydii)
in vier verschiedenen Lebensmittelmatrices mit Hilfe von
FTIR-Spektroskopie, aus den Infrarot-Spektren abge-
leiteten Hauptkomponenten und Kiinstlichen Neuronal-
en Netzen (KNN). Die Klassifizierungsgenauigkeit der
KNN zur Identifizierung und Quantifizierung wird mit
93,4% bzw. 95,1% angegeben. Die KNN wurden anhand
eines unabhangigen Datensatzes validiert, der aus
einem separat gezlchteten und vermehrten Enterobak-
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terium gewonnen wurde. Die Genauigkeit der KNN wird
fur eine solche Validierung beim Nachweis von Yersinia
enterocolitica zwischen 64% bis 100% angegeben. Her-
ausforderungen bei der Filterung des Hintergrun-
drauschens in den Spektren werden hervorgehoben.
[0010] EP 2174 116 B1 beschreibt ein Verfahren zum
Typisieren oder Identifizieren eines Mikroorganismus un-
ter Verwendung von Schwingungsspektroskopie. Eine
schwingungsspektroskopische Analyse wird an einer Mi-
kroorganismenprobe durchgefiihrt, bei der die durch
bleichbare Komponenten in der Probe verursachte Sig-
nalvarianz im Wesentlichen aus den erhaltenen Schwin-
gungsspektren eliminiert wird. Die bleichbaren Kompo-
nenten werden als solche identifiziert, die Schwingungs-
spektralbander erzeugen, die beim Photobleichen eine
Verringerung der Intensitat zeigen. Dadurch sollen kor-
rigierte schwingungsspektroskopische Informationen
zum Zweck des Typisierens und Identifizierens bereitge-
stellt werden.

[0011] US 2002/138210 A1 offenbart ein Verfahren
zum Kompensieren von Drift in Fingerabdruckspektren
aufgrund von Umweltfaktor-Anderungen, umfassend:
Kultivieren eines interessierenden Mikroorganismus und
eines zweiten Mikroorganismus, der dem interessieren-
den Mikroorganismus vermutlich metabolisch dhnlichist,
unter einem ersten Satz von Umweltfaktoren; Messen
eines Fingerabdruckspektrums des Mikroorganismus
von Interesse, der unter dem ersten Satz von Umwelt-
faktoren kultiviert wurde, und eines Fingerabdruckspek-
trums des zweiten Mikroorganismus, der unter dem ers-
ten Satz von Umweltfaktoren kultiviert wurde; Detektie-
ren von Unterschieden zwischen dem Fingerabdruck-
spektrum des zweiten Mikroorganismus, der unter dem
ersten Satz von Umweltfaktoren kultiviert wurde, und ei-
nem Fingerabdruckspektrum des zweiten Mikroorganis-
mus, der unter einem zweiten Satz von Umweltfaktoren
kultiviert wurde; und Verwenden der Unterschiede zwi-
schen den Fingerabdruckspektren des zweiten Mikroor-
ganismus, der unter den zwei Satzen von Umweltfakto-
ren kultiviert wurde, um das Fingerabdruckspektrum des
Mikroorganismus von Interesse, der unter dem ersten
Satz von Umweltfaktoren kultiviert wurde, in ein erwar-
tetes Fingerabdruckspektrum fiir den Mikroorganismus
von Interesse unter dem zweiten Satz von Umweltfakto-
ren zu transformieren.

[0012] EP 1319 176 B1 beschreibt ein Verfahren zum
Charakterisieren von Spektrometer-Instrumenten ge-
maf der instrumentellen Variation, welche zwischen In-
strumenten vorliegt, und/oder der Variation tber die Zeit
innerhalb des gleichen Instruments, umfassend die
Schritte: Vorsehen einer Mehrzahl von Spektren bekann-
ter Standards von mindestens einem Spektrometer-In-
strument; Klassifizieren des mindestens einen Spektro-
meter-Instruments in mindestens einen von einer Mehr-
zahl vordefinierter Cluster auf der Basis von spektralen
Merkmalen, welche aus dem mindestens einen Spek-
trum extrahiert wurden; und Vorsehen von mindestens
einem Kalibrationsmodell fir jeden der vordefinierten
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Cluster, wobei jedes Kalibrationsmodell die instrumen-
telle Variation von Instrumenten, die in den jeweiligen
Clustern klassifiziert wurden, kompensiert.

[0013] Es besteht daher ein Bedarf, spektrometrische
Charakterisierungen von Mikroorganismen auch in Ge-
genwart von Varianzeinflissen wahrend der Messung
robuster und verlasslicher zu machen. Weitere von der
Erfindung zu l6sende Aufgaben ergeben sich fir den
Fachmann ohne weiteres bei der Lektlre der nachfol-
genden Offenbarung.

Zusammenfassung der Erfindung

[0014] Die Erfindung betrifft Verfahren zum spektro-
metrischen Charakterisieren von Mikroorganismen, ins-
besondere unter Verwendung von Infrarot-spektrometri-
schen Methoden.

[0015] Zur Klassifizierung und ldentifizierung von Mi-
kroorganismen, z.B. Bakterien, Pilze, Hefen, Algen oder
Protozoen (auch Viren), gibt es viele verschiedene Ana-
lysetechniken, aber viele davon ful3en auf spezifischen
biochemischen Stoffen, die extrahiert, modifiziert und
nachgewiesen werden missen. Am haufigsten werden
Testsysteme eingesetzt, die die Eigenschaften und En-
zymaktivitdten von Bakterien beschreiben, z.B. Gallen-
I6slichkeit, Katalase, Koagulase, DNase, Motilitat, Toxi-
ne, Optochin, Streptex, Oxidase, Gram-Farbung, Ziehl-
Neelsen-Farbung, Sporen, Kapseln, Fermentationsfa-
higkeiten usw. Andere haufig angewandte Methoden
sind zelluldre Fettsaure-Analyse, Proteinprofilierung,
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und 16S rRNA-Gen-
Sequenzierung, Gesamt-DNA G+C Inhalt, hochauflo-
sende Gas/Flussigkeits-Chromatographie und Mikros-
kopie, um die Zellmorphologie aufgrund unterschiedli-
cher Form und Erscheinung zu bestimmen. Alle zuvor
genannten Methoden haben gemeinsam, dass sie nur
einen bestimmten Marker der Bakterien zur Klassifizie-
rung verwenden. Im Gegensatz dazu erfasst die Infrarot-
Spektrometrie alle in einer Bakterienzelle vorhandenen
Biomolekiile gleichzeitig, da fast jedes Biomolekiil Infra-
rotstrahlung absorbiert. Die aus der Wechselwirkung
zwischen Infrarotstrahlung und Biomolekiil resultierende
spektrale Information umfasst alle zellularen Bestandtei-
leund kann daherals nahezu vollstadndige phanotypische
Beschreibung der analysierten Bakterien verwendet wer-
den.

[0016] Ein Prifmikroorganismus wird bereitgestellt,
dessen Identitat auf einer ersten taxonomischen Ebene
bekannt ist. Die ldentitéat des Prifmikroorganismus auf
der ersten taxonomischen Ebene kann insbesondere
vorab durch wenigstens eines der folgenden Verfahren
ermittelt worden sein: (i) Massenspektrometrie, (ii) Infra-
rot-Spektrometrie, (iii) Wachstum auf selektiven Medien
("bunte Reihe") und (iv) Gensequenzanalysen. Ein Bei-
spiel fur die Ermittlung des Vorwissens ist in DE 10 2013
022 016 B4 zu finden, wo insbesondere eine massen-
spektrometrische Bestimmung der Art eines Mikroorga-
nismus durch eine Infrarot-spektrometrische Bestim-
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mung der Unterart erganzt wird. Das Bereitstellen kann
weiterhin die Isolierung des Priifmikroorganismus aus ei-
nem Habitat, z.B. einer biologischen und/oder chemi-
schen Matrix, umfassen. Vorzugsweise beinhaltet das
Isolieren des Prifmikroorganismus das Entfernen der
Matrix, z.B. durch Waschen, Filtern, Abzentrifugieren,
Eindampfen, Absaugen, Sedimentieren und/oder sons-
tiges Abscheiden. Das Bereitstellen des Priifmikroorga-
nismus kann Uberdies einen Vermehrungsschritt bein-
halten, z.B. das Bebriten in einer Nahrldsung oder auf
einem flachigen Nahrmedium wie Agar.

[0017] Der Prifmikroorganismus wird vorzugsweise
sterilisiert. Das Sterilisieren kann ein Exponieren des
Prifmikroorganismus gegenuber einer Stoffwechsel-
hemmenden Flissigkeit, z.B. einem Alkohol wie Ethanol
oder Iso-Propanol oder einer Saure wie Ameisensaure,
und/oder Energieeinwirkung, z.B. mit Warme oder hoch-
energetischer Strahlung (ggfs. ultraviolettes Licht), um-
fassen. Unter Sterilisieren wird insbesondere verstan-
den, dass der Mikroorganismus die Fahigkeit verliert,
sich selbst unter fiir ihn giinstigen Bedingungen zu ver-
mehren, um die mit unbeabsichtigter/unkontrollierter
Verbreitung einhergehenden biologischen Gefahren in
einem Analyselabor zu vermeiden. Unter bestimmten
Bedingungen kann es entbehrlich sein, den Prifmikro-
organismus zu sterilisieren, beispielsweise dann, wenn
in einem Analyselabor der biologischen Sicherheitsstufe
2 oder héher gearbeitet wird, weil dort davon ausgegan-
gen werden kann, dass hinreichend geschultes Fachper-
sonal zum Einsatz kommt.

[0018] Es werden spektrometrische Messdaten vom
ggfs. sterilisierten Prifmikroorganismus unter Bedingun-
gen aufgenommen, die den Einfluss wenigstens einer
Varianzquelle zulassen, welche nicht in der taxonomi-
schen Einordnung des Priifmikroorganismus begriindet
ist. Die wenigstens eine Varianz kann atmospharischen
Ursprungs sein und insbesondere unterschiedliche Wer-
te auf wenigstens einer der folgenden Skalen umfassen:
Temperatur, Luftfeuchte, Druck und Kohlendioxid-Ge-
halt der Umgebungsluft. Eine Varianz atmospharischen
Ursprungs oder atmospharische Varianz dufert sich in
Anderungen der Bedingungen nahe einer und um eine
fur eine spektrometrische Messung praparierte Prifmi-
kroorganismen-Probe herum, ublicherweise prapariert
auf einem Objekttrager, z.B. einem Glasplattchen. Be-
vorzugt betrifft die wenigstens eine Varianz beeinfluss-
bare Anderungen auf einer kontinuierlichen und endli-
chen Skala, insbesondere solche, die wenigstens einsei-
tig begrenzt sind, z.B. der absolute Nullpunkt bei der
Temperatur, oder eine Untergrenze und Obergrenze auf-
weisen, z.B. 0% bis 100% bei der relativen Feuchte.
[0019] Ein Klassifikator wird ausgewahlt, der darauf
trainiert ist, die Identitat eines Mikroorganismus auf einer
zweiten taxonomischen Ebene, die der ersten taxonomi-
schen Ebene nachgeordnet ist, zu ermitteln, wobei mog-
liche Identitaten des Klassifikators auf der zweiten taxo-
nomischen Ebene der bekannten Identitat des Prifmi-
kroorganismus auf der ersten taxonomischen Ebene zu-
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geordnet sind. Die erste taxonomische Ebene und die
zweite taxonomische Ebene kdnnen unmittelbar benach-
bart sein, z.B. Art (Spezies) bzw. Unterart (Subspezies).
Ferner kann die erste taxonomische Ebene der Art (Spe-
zies) entsprechen und die zweite taxonomische Ebene
kannverschiedene Varietaten umfassen, z.B. pathogene
und nicht-pathogene Varietaten, resistente und empfind-
liche (suszeptible) Varietaten oder verschiedene Stam-
me der Art. Diese Varietdten/Stamme unterschiedlichen
Typs kdnnenzum Zwecke der Charakterisierung zu Iden-
titdtsunterklassen zusammengefasst werden, z.B. alle
pathogenen Serotypen/Stamme in eine erste Gruppe
und alle nicht-pathogenen Serotypen/Stamme in eine
andere, davon abgegrenzte Gruppe.

[0020] Mit Serotyp oder Serovar (Kurzform von Sero-
varietas) bezeichnet man Varietaten innerhalb von Sub-
spezies von Bakterien, die mit serologischen Tests un-
terscheidbar sind: sie unterscheiden sich durch Antigene
an der Oberflache der Zellen und werden in der klassi-
schen Mikrobiologie mittels spezifischer Antikérper iden-
tifiziert. Die taxonomische Hierarchie fir Serotypen ist
die folgende: Gattung => Art (Spezies) => Unterart (Sub-
spezies, subsp.) => Serotyp, beispielsweise mit dem er-
ganzten binomischen Artnamen Salmonella enterica
subsp. enterica serotyp Typhi, Kurzform Salmonella Ty-
phi.

[0021] Ein Pathovar (von griechisch pathos "Leiden")
ist ein Bakterienstamm oder eine Gruppe von Stammen
mit denselben Eigenschaften, die innerhalb der Art oder
Unterart aufgrund ihrer Pathogenitat von anderen Stam-
men abgegrenzt werden kdnnen. Pathovare werden mit
Dritt- oder Viertzusatz zum binomischen Artnamen ge-
kennzeichnet. Das Bakterium Xanthomonas axonopodis
beispielsweise, das Zitronenkrebs verursachen kann,
hat verschiedene Pathovare mit unterschiedlichen Wirts-
spezialisierungen: X axonopodis pv. citri ist eins davon,
die Abkulrzung "pv." bedeutet "Pathovar". Auch die viru-
lenten Stdamme humanpathogener Erreger besitzen Pa-
thovare, die hier aber durch Namensvorsatze gekenn-
zeichnet werden. Das zumeist vollig harmlose Darmbak-
terium Escherichia coliweist zum Beispiel die héchst ge-
fahrlichen Pathovare enterohdmorrhagische E. coli
(EHEC), enteropathogene E. coli (EPEC), enterotoxin-
bildende E. coli (ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC),
enteroaggregative E. coli (EAEC) sowie diffus adharente
E. coli(DAEC) auf. Die Pathovare kdnnen wiederum ver-
schiedene Serotypen umfassen: so gibt es bei EHEC
viele bekannte Serotypen, wobei etwa 60 Prozent aller
identifizierten EHEC-Serotypen auf 0157, 0103, und
026 entfallen. Besonders gefahrlich ist der Sero-Unter-
typus O157/H7.

[0022] Im weiteren Sinne kann die Charakterisierung
von Mikroorganismen auch Varietaten umfassen, die
sich durch andere medizinisch relevante Merkmale un-
terscheiden, insbesondere durch das Resistenzverhal-
ten gegenuber antimikrobiellen Mitteln wie Antibiotika
(insbesondere Beta-Lactam-Antibiotika und Glykopep-
tid-Antibiotika) und Antimykotika, aber auch durch die
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Toxinbildung ("Toxivaren") oder durch die Empfanglich-
keit fur gleiche oder ahnliche Bakteriophagen ("Phago-
varen"). Ganz allgemein spricht man von "Biovaren",
wenn eine Auswahl von Mikroorganismen einer Spezies
oder Subspezies biologische Gemeinsamkeiten besitzt.
Ein Beispiel flir eine antibiotika-resistente Varietat ist
MRSA: Methicillin-resistenter Staphylokokkus aureus.
[0023] Der Begriff "Stamm" (genauer "Kulturstamm"
oder "Abstammungslinie", englisch strain) beschreibt ei-
ne Population, die aus einem einzelnen Organismus her-
aus vermehrt wurde und in einer (haufig staatlichen)
Sammelstelle fiir Mikroorganismenstamme aufbewahrt
wird, wobei an die Namenskette mit Gattung, Art, Unter-
art und Varietat eine international normierte Stammbe-
zeichnung angefiigt wird. Die einzelnen Organismen ei-
nes Stammes sind genetisch identisch; verschiedene
Stamme variieren leicht in ihrer genetischen Ausstat-
tung.

[0024] Der Klassifikator wird auf die Messdaten ange-
wendet, um die Identitat des Prifmikroorganismus auf
der zweiten taxonomischen Ebene zu ermitteln. Der
Klassifikator ist auRerdem varianzkonditioniert, indem er
erhalten ist durch Trainieren auf gezielt varianzbehafte-
ten spektrometrischen Referenzdaten verschiedener be-
kannter Referenzmikroorganismen, welche die gleiche
Identitat auf der ersten taxonomischen Ebene wie der
Prifmikroorganismus aufweisen und verschiedene Iden-
titaten auf der zweiten taxonomischen Ebene abdecken,
wobei das Trainieren die MalRgabe umfasst, diejenigen
spektralen Merkmale eines ersten Typs aus den Refe-
renzdaten, die eine Unterscheidung der verschiedenen
Identitdten auf der zweiten taxonomischen Ebene for-
dern, gegenulber denjenigen spektralen Merkmalen ei-
nes zweiten Typs aus den Referenzdaten, die von der
gezielten Varianz beeinflusst sind, aufzugewichten, um
den Varianzeinfluss bei der Charakterisierung des Priif-
mikroorganismus auf der zweiten taxonomischen Ebene
weitgehend oder vollstandig auszublenden.

[0025] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung
eine Anwendung eines bezlglich wenigstens einer Va-
rianz konditionierten Klassifikators zur Unterscheidung
von ldentitaten eines Mikroorganismus auf einer vorbe-
stimmten taxonomischen Ebene auf spektrometrische
Messdaten, welche von einem sterilisierten Prifmikroor-
ganismus unter Bedingungen aufgenommenwurden, die
den Einfluss der wenigstens einen Varianz zulassen, wo-
bei die wenigstens eine Varianz nicht in der taxonomi-
schen Einordnung des Mikroorganismus begriindet ist.
[0026] Fachleute auf dem Gebiet werden erkennen,
dass alle im Zusammenhang mit dem Verfahren offen-
barten Ausfiihrungen auch auf die Anwendung Ubertrag-
bar sind.

Kurze Beschreibung der Abbildungen
[0027] Zum besseren Verstandnis der Erfindung wird

auf die folgenden Abbildungen verwiesen. Die Elemente
in den Abbildungen sind nicht unbedingt maRstabsgetreu

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

dargestellt, sondern sollen in erster Linie die Prinzipien
der Erfindung (gréRtenteils schematisch) veranschauli-
chen:

[0028] Abbildung 1A zeigt eine Hauptkomponentena-
nalyse in einem dreidimensionalen Raum aus Infrarot-
Spektren verschiedener Serotypen (SV) von Streptococ-
cus pneumoniae in Abhangigkeit einer variierenden re-
lativen Feuchte (rH; relative humidity).

[0029] Abbildung 1B zeigtdie Auswertungdergleichen
Spektren wie in Abbildung 1A, allerdings mittels linearer
Diskriminanzanalyse darauf ausgerichtet, den Einfluss
der variierenden Feuchte in den spektralen Merkmalen
zu beseitigen.

[0030] Abbildung 2 zeigt eine stark vereinfachte Mess-
aufbauskizze eines Fourier Transformations-Infrarot-
spektrometers (FT-IR) in Transmission mit aufgenom-
menem Spektrum.

[0031] Abbildung 3 zeigt einen beispielhaften Ablauf
der Praparation einer spektrometrischen Mikroorganis-
men-Probe vor der Messung (im Gegenuhrzeigersinn).
[0032] Abbildung 4 zeigt eine Hauptkomponentenana-
lyse in einem zweidimensionalen Raum aus Infrarot-
Spektren verschiedener Serotypen (SV) von Legionella
pneumophila in Abhangigkeit einer variierenden relati-
ven Feuchte (rH; relative humidity), wobei die Serotypen
nach Pathogenitat in Gruppen zusammengefasst sind.

Detaillierte Beschreibung

[0033] Wahrend die Erfindung anhand einer Anzahl
von Ausfuihrungsformen dargestellt und erlautert wurde,
werden Fachleute auf dem Gebiet anerkennen, dass ver-
schiedene Anderungen in Form und Detail daran vorge-
nommen werden kdnnen, ohne vom Umfang der in den
beigefligten Patentanspriichen definierten technischen
Lehre abzuweichen.

[0034] Abbildung 1A zeigt eine Hauptkomponentena-
nalyse von Infrarot-Spektren verschiedener Serotypen
(SV) des Mikroorganismus Streptococcus pneumoniae
in Abhangigkeit von vier verschiedenen Feuchteniveaus
zwischen 10% und 80% relativer Feuchte (rH#1 bis
rH#4), die im Messschacht des Infrarot-Spektrometers
fur die Messung gezielt eingestellt wurden. Wie zu er-
warten, streuen die einzelnen Anhaufungen der Daten-
punkte Uber die Serotypen, wobei in der Abbildung 1A
die vier resultierenden Datenwolken zweier Beispiels-
Serotypen der Ubersichtlichkeit halber mit unterschied-
lich strich-punktierten Ovalen hervorgehoben sind (SV#1
und SV#2). Den Messungen lagen jeweils mehrere
Stamme/Isolate eines Serotyps zu Grunde, was sich in
den langgestreckten Datenwolken bei den einzelnen
Feuchteniveaus niederschlagt. Die unterschiedlichen
Stamme/lIsolate sind durch unterschiedliche Formen wie
Pyramiden, Wiurfel und Kugeln kenntlich gemacht. Dar-
Uber hinaus ist die Trennung der Messungen vom glei-
chen Serotyp lber die verschiedenen Feuchteniveaus
klar erkennbar. Es zeigt sich ebenfalls Uberraschender-
weise, dass die Feuchteabhangigkeit der spektralen
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Merkmale nicht dazu fihrt, dass Datenwolken verschie-
dener Serotypen in- und/oder durcheinanderlaufen.
Stattdessen bleiben die einzelnen Datenwolken der ver-
schiedenen Serotypen auch uber verschiedene Feuch-
teniveaus getrennt ("stratifiziert") und kénnen somit im
Zuge einer Charakterisierung unterschieden werden.
[0035] Dieser Befund gab Anlass zu der Vermutung,
dass sich diese Eigenschaft der bestandigen Unter-
scheidbarkeit auch bei betrachtlicher Varianz (10% bis
80% auf der Feuchte-Skala) wahrend einer spektrome-
trischen Messung dazu nutzen Iasst, diese Varianz mit-
tels fortgeschrittener Auswertemethoden, wie zum Bei-
spiel Methoden des maschinellen Lernens, bei der Cha-
rakterisierung herauszurechnen, so dass aufwandige
Umristungen der dafiir verwendeten Spektrometer ent-
behrlich werden.

[0036] Die Spektren, die der Darstellung in Abbildung
1A zu Grunde liegen, wurden dementsprechend ein
zweites Mal ausgewertet. Zur Anwendung kam eine li-
neare Diskriminanzanalyse, der vorgegeben wurde, die-
jenigen spektralen Merkmale, z.B. Hauptkomponenten,
die die Unterscheidungskraft zwischen den einzelnen
bekannten Serotypen maximieren, zu identifizieren und
aufzugewichten, wohingegen diejenigen spektralen
Merkmale, die von den Varianzen innerhalb der einzel-
nen Serotyp-Klassen beeinflusst werden, welche im We-
sentlichen von den unterschiedlichen Stammen (aller-
dings eine Organismus-interne Varianz) und Feuchteni-
veaus bei der Messung herriihren, so weit wie mdglich
ausgeblendet werden sollen.

[0037] Das Ergebnis ist in Abbildung 1B wiedergege-
ben. Wie zu erkennen ist, wurden die vier unterschiedli-
chen Feuchteniveaus, die sich in Abbildung 1A in einer
Schicht aus vier deutlich voneinander getrennten Daten-
wolken pro Serotyp aulRern, feuchteunabhangig in eine
zusammenhangende, spindelférmige Datenwolke pro
Serotyp zusammengeschrumpft, ohne dass sich die ein-
zelnen Serotyp-Datenwolken tiberlagern oder durchdrin-
gen. Dieses Ergebnis kann dazu verwendet werden, ei-
nen varianzkonditionierten Klassifikator zu erstellen, der
- wenn er auf ein neues Spektrum von Streptococcus
pneumoniae mit noch unbekanntem Serotyp angewen-
det wird - die neu ermittelten spektralen Merkmale den
bekannten Raumvolumina zuordnen kann. Dazu kdnnen
die den Datenwolken zu Grunde liegenden Volumina des
mehrdimensionalen Merkmalsraumes abgesteckt wer-
den, und es wird geprift, in welches Volumen des Merk-
malsraumes die wesentlichen spektralen Merkmale ei-
nes neuen Spektrums projiziert werden.

[0038] Fiur eine Infrarot-spektrometrische Charakteri-
sierungsmessung in Transmission kann ein Fourier-
Transform-Spektrometer (FT-IR) verwendet werden,
das ein hohes Auflésungsvermdégen bietet, siehe Mess-
aufbauskizze in Abbildung 2. Typischerweise werden die
Spektren von 4000 cm-! bis zu 500 cm-! vermessen, wo-
bei der in Abbildung 2 (unten) mit gestrichelter Linie her-
vorgehobene Bereich zwischen etwa 1350 cm™! und et-
wa 700 cm-! als fiir die spektrale Unterscheidungskraft
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besonders ergiebig angesehen wird. Bei Aufnahmeraten
von zwanzig Spektren pro Sekunde werden einige Hun-
dert Spektren gemessen und addiert, um das Verhaltnis
von Signal zu Rauschen zu verbessern.

[0039] Die Infrarot-Spektren beruhen auf Tausenden
von Vibrationen der funktionalen Gruppen und der pola-
ren Bindungen im biologischen Material; diese wiederum
stammen von allen Bestandteilen der Mikroorganismus-
Zellen wie DNA, RNA, Proteinen, inneren Strukturen,
Membranen, Zellwanden bis hin zu Energiespeichern.
Es gibt keine eindeutigen Zuordnungen von Molekiilen
zu einzelnen Charakteristika in den Spektren, wenn auch
bestimmte Spektralbereiche bevorzugt bestimmten Mo-
lekilarten zugeordnetwerden kdnnen: der Fettsdure-Be-
reich von 3050 bis 2800 cm™"! mit Vibrationen der CH,-
und CH5-Gruppen, der Amid-Bereich von 1750 bis 1500
cm-1 mit Peptid-Bindungen, der Polysaccharid-Bereich
von 1200 bis 900 cm-". Der Bereich von 900 bis 700 cm-!
wird gelegentlich als Fingerabdruck-Bereich bezeichnet,
weil er von allen Molekiilen etwas enthalt und sehr wichtig
fur die Unterscheidung der Varietaten ist.

[0040] In einer leicht veranderten Ausfiihrungsform
kénnen die Infrarot-Spektren auch in reflektiertem Licht
gemessen werden. Dazu werden sie auf metallisch spie-
gelnder Unterlage prapariert, beispielsweise auf Alumi-
nium. Es kann auch die Raman-Spektroskopie zur An-
wendung kommen, die den Vorteil hat, die Spektren der
praparierten Mikroorganismen auch in Flissigkeiten
messen zu kénnen sowie mit deutlich geringeren Men-
gen an Probenmaterial auszukommen.

[0041] Die aus den Abbildungen 1A und 1B gewonne-
ne Erkenntnis kann fir die Erstellung eines varianzkon-
ditionierten Klassifikators in die folgenden Stufen umge-
setzt werden:

(i) Vorbereitung der Referenzmikroorganismen und Fest-
legung der Varianz(en)

[0042] Zunachst werden die zu unterscheidenden
Klassen festgelegt. Wird die Kenntnis der Art (Spezies)
z.B. von Streptococcus pneumoniae als |dentitat auf der
ersten taxonomischen Ebene vorausgesetzt, kann das
Ziel die Ermittlung der entsprechenden Serotypen als
mogliche Identitaten auf der zweiten untergeordneten ta-
xonomischen Ebene sein. In einem Beispiel konnen die
23 in klinischen Befunden mit der gréRten Haufigkeit vor-
kommenden Serotypen von Streptococcus pneumoniae
ausgewahlt werden. Die Referenzbiomasse dieser Mi-
kroorganismen lasst sich von 6ffentlich betriebenen Hin-
terlegungsstellen wie dem Leibniz-Institut DSMZ - Deut-
sche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH in Braunschweig erhalten.

[0043] Um die Organismus-interne Varianz angemes-
sen zu berucksichtigen, kann eine reprasentative Aus-
wahl von Mikroorganismen der zu unterscheidenden
Klassen beriicksichtigt werden. Je nach Verfligbarkeit
kénnen das im Beispiel von Streptococcus pneumoniae
drei bis sechs verschiedene Stdmme pro Serotyp sein;
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im Fall der 23 haufigsten Serotypen wirden so fir die
Erfassung der Referenzdaten und der Erstellung des
Klassifikators 69 bis 138 Stamme in Betracht kommen.
[0044] Es wird dann der Parameter festgelegt, dessen
Varianz der Erfassung der Referenzdaten aufgepragt
werden soll und dessen variables Auftreten wahrend ei-
ner Infrarot-spektrometrischen Messung moglich er-
scheint. Dies kann eine atmosphérische Varianz sein,
z.B. Feuchte, Druck, Gaskonzentration oder Tempera-
tur. Es kann grundsatzlich auch mehr als ein Varianzpa-
rameter bei der Erfassung der Referenzdaten beriick-
sichtigt werden, zum Beispiel sowohl Feuchte als auch
Temperatur. Allerdings geht eine bezuglich der denkba-
ren Varianzen breitere Abdeckung auch mit einem ent-
sprechend hoheren Messaufwand fiir die Referenzdaten
einher, dadie verschiedenen reprasentativen Werte oder
Stiitzwerte der Varianzparameter miteinander kombi-
niert zu erfassen sind. Es wird eine Liste von Stitzpunk-
ten des/der Varianzparameter/s gewahlt, die alle realis-
tischen Bedingungen wahrend einer spektrometrischen
Messung abdecken. Die Fahigkeit zur Interpolation zwi-
schen den Werten dieser reprasentativen Auswahl an
Stutzstellen sollte gegeben sein.

(ii) Erfassen der Referenzdaten

[0045] Zunachst lassen sich die Stdmme der Refe-
renzmikroorganismen in standardisierter Weise prapa-
rieren, also zum Beispiel nach Bebritung auf oder in ei-
nem geeigneten Nahrmedium, und ggfs. nach dem Ste-
rilisieren zur Vermeidung biologischer Kontaminationen,
auf einem Objekttrager fur die Infrarot-Spektrometrie in
mehreren Replikaten ablegen und dann in den Mess-
schacht einbringen. Der Messschacht wird bezuglich
des/der Varianzparameter/s auf einem konstanten vor-
bestimmten Wert gehalten, beispielsweise 10% relative
Feuchte bei 20°C. Nach dem Einbringen des Objekttra-
gers wird bevorzugt eine bestimmte Zeitspanne gewar-
tet, z.B. flnf bis zehn Minuten, damit sich die praparierte
Biomasse der Referenzmikroorganismen an die vorein-
gestellten Bedingungen akklimatisieren kann.

[0046] Nachdem sich alle Parameter eingeregelt ha-
ben, kdnnen die Referenzdaten von den praparierten Re-
ferenzmikroorganismen bei den voreingestellten Bedin-
gungen erfasst werden. Diese Prozedur wird bei den ent-
sprechend variierten Bedingungen wiederholt, also bei-
spielsweise bei 30%, 55% und 85% relativer Feuchte
und konstant 20°C. Jeder Anderung des Varianzwertes
sollte eine Akklimatisierungszeitspanne von einigen Mi-
nuten folgen, um Einschwingprozesse abklingen zu las-
sen und reproduzierbar stabile Ergebnisse zu erhalten.
[0047] Dieses Verfahren der Referenzdatenerfassung
kann durch Messungen nachrangiger Varianzen erganzt
werden, wie sie sich zum Beispiel durch leicht unter-
schiedliche Bebritungsbedingungen (biologische Repli-
kate) oder Praparationsbedingungen (z.B. technische
Replikate, Verwendung verschiedener Chargen von
Re-/Agenzien oder Chemikalien) oder auch durch Mes-
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sungen auf unterschiedlichen Spektrometern zum Be-
ricksichtigen instrumenteller Varianzen ergeben. Die so
erfassten Referenzdaten werden auf Vollstandigkeit, of-
fensichtliche AusreilRer (z.B. mittels Methoden des Local
Outlier Factoring, LOF), und/oder Schliissigkeit iberprift
und gegebenenfalls bereinigt und/oder neu erfasst.

(iii) Trainieren des varianzkonditionierten Klassifikators

[0048] Bevorzugtwerden Methoden des maschinellen
Lernens verwendet, z.B. Kiinstliche Neuronale Netze
(KNN) oder lineare Diskriminanzanalysen (LDA). Bezlig-
lich der Klassenzugehdrigkeit, also z.B. Serotyp #1, Se-
rotyp #2, ..., Serotyp #23 in dem zuvor dargelegten Bei-
spiel Streptococcus pneumoniae, ist das Anlernen iber-
wacht (supervised). Betreffend der Varianzbedingun-
gen, also verschiedener Umgebungsbedingungen (z.B.
Feuchte) oder anderen Einflussfaktoren (z.B. variierende
Bebritung, Praparation, Spektrometer), istdas Anlernen
des Kilassifikators jedoch nicht Uberwacht (unsuper-
vised). Dies ist gleichbedeutend mit der Mal3gabe, die
Bedeutung derjenigen spektralen Merkmale in den Re-
ferenzdaten, die die Unterscheidungskraft zwischen den
einzelnen Klassen (hier Serotypen der Art Streptococcus
pneumoniae) maximieren, hervorzuheben, wohingegen
diejenigen spektralen Merkmale, die stark von den Vari-
anzen beeinflusst sind, geringer gewichtet und damit
quasi ausgeblendet werden. Die spektralen Merkmale
kénnen sich beispielsweise in den Hauptkomponenten
auBern.

[0049] Vereinfacht gesagt, und zum Zwecke der Ver-
anschaulichung (ohne Anspruch auf strenge wissen-
schaftliche Korrektheit), identifiziert der maschinelle Ler-
nalgorithmus diejenigen Teilvolumina in einem Ublicher-
weise mehrdimensionalen multivariaten Merkmalsraum,
die jeweils einer der zu unterscheidenden Klassen (d.h.
Identitaten auf der zweiten taxonomischen Ebene) zuzu-
ordnen ist. Unerwartet war bei diesem grundsatzlich be-
kannten Verfahren der Berticksichtigung von Stérungen,
dass atmospharische Varianzen wie die relative Feuchte
nicht dazu fiihren, dass die spektralen Merkmale eines
Serotyps/Stamms bei variierender Feuchte mit denen
von anderen Serotypen/Stammen uberlappen, sondern
getrennt bleiben, und somit auch bei solch variierenden
Bedingungen Unterscheidbarkeit in einem Raum spek-
traler Merkmale gewahrleisten.

[0050] Wie in solchen Anlernphasen unter Verwen-
dung von Referenzdaten Ublich I&sst sich optional das
Leistungsvermdgen des resultierenden Klassifikators
mittels Kreuzvalidierung testen. Gegebenenfalls kann
der maschinelle Lernalgorithmus unter Berticksichtigung
der Ergebnisse der Kreuzvalidierung angepasst werden,
um die Genauigkeit des Klassifikators weiter zu verbes-
sern.

(iv) Validierung (optional)

[0051] Es kann mit Wissen der taxonomischen Zuord-
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nung eines Prifmikroorganismus oder mehrerer Prifmi-
kroorganismen ein Validierungsmesslauf unter Bedin-
gungen durchgefiihrt werden, die die vorhergesehene
Varianz (z.B. variierende relative Feuchte) zulassen, um
das Leistungsvermogen auf Grundlage externer Daten
zu Uberpriifen.

[0052] Diese Prozedur zur Erstellung eines Klassifika-
tors lasst sich fir die Erstellung einer varianzkonditio-
nierten Klassifikator-Datenbank mit den unterschied-
lichsten Mikroorganismen, welche wiederum auf unter-
schiedlichen taxonomischen Ebenen identifiziert sein
kénnen, wiederholen. Bevorzugt kénnen Referenzdaten
von den im klinischen Umfeld mit der grof3ten Haufigkeit
auftretenden Krankheitserregern aufgenommen und
verarbeitet werden.

[0053] Nachdem der varianzkonditionierte Klassifika-
tor erstellt ist, kann das Verfahren zur Charakterisierung
eines Mikroorganismus wie folgt ausgefiihrt werden, sie-
he den schematischen Ablauf in Abbildung 3:

[0054] Zunachst muss die Identitat des Prifmikroor-
ganismus auf der ersten taxonomischen Ebene bekannt
oder ermittelt worden sein, z.B. die Art (Spezies) unter
Verwendung eines Massenspektrometers wie dem MAL-
DI Biotyper® (Bruker Daltonik GmbH, Bremen). Davon
ausgehend wird der zur ermittelten Identitat passende
varianzkonditionierte Klassifikator ausgewahlt. Beispiel-
haft sei in diesem Zusammenhang auf das in EP 3 083
981 A1 geschilderte Verfahren verwiesen.

[0055] Um ausreichend Biomasse zu erhalten, kann
der Prufmikroorganismus in einer Nahrlésung oder auf
einem flachigen Nahrmedium bebritet werden. Die so
vermehrten Mikroorganismus-Zellen kénnen dann dem
Nahrmedium entnommen werden, beispielsweise durch
Abscheiden aus der Nahrldésung, z.B. iber Zentrifugieren
oder Filtern, oder durch Beproben von einer Agarplatte.
Zwecks Sterilisierung lassen sich die derart geernteten
Mikroorganismen in einer aktivitdtshemmenden Flissig-
keit wie Ethanol (z.B. 70% v/v) resuspendieren.

[0056] Mikroorganismen reagieren sehr empfindlich
aufVeranderungen der Wachstumsbedingungen wie un-
terschiedliche Medien, Temperaturen, Nahrstoffe, Ver-
anderungen der Gasversorgung (Sauerstoff und ande-
re), Feuchtigkeit, Bebriitungsdauer usw. Diese Faktoren
kénnen Veranderungen in der Zellzusammensetzung
und im Stoffwechsel hervorrufen, die mit der Infrarot-
Spektrometrie erkannt werden kénnen. Zur Bebriitung
kann das Zellmaterial einer reinen Einzelkolonie mit ei-
nem Spatel auf einer Agarplatte ausgebreitet werden,
um konfluentes Wachstum hervorzurufen. Diese Technik
ermoglicht die Sammlung von Zellen in einer sehr repro-
duzierbaren Mischung der verschiedenen Wachstums-
phasen, die in Kolonien immer vorhanden sind. Fir die
meisten klinisch relevanten Stamme betragt die optimale
Inkubationszeit etwa 16 bis 24 Stunden, und die haufig
fur Bakterien anwendbare Bebritungstemperatur liegt
bei etwa 35 bis 37°C. Das Probenmaterial eines bebru-
teten Prifmikroorganismus kann direkt aus der Mitte des
Zellrasens z.B. unter Verwendung einer kalibrierten Pla-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

tindse mit einem Durchmesser von einem Millimeter ge-
erntet werden (Schritt A).

[0057] Von einem flachigen Nahrmedium wie Agar
lasst sich Biomasse des vermehrten Prifmikroorganis-
mus aus einer oder mehreren Kolonien beproben und
unmittelbar auf einem spektrometrischen Objekttrager
ablegen, wobei auf gleichmaRige Verteilung zu achten
ist, und optional durch Bestrahlung mit ultraviolettem
Licht sterilisieren (z.B. bei Streptococcus pneumoniae).
Alternativkann die Biomasse ebenfalls in eine Stoffwech-
sel-hemmende Flissigkeitresuspendiert werden (Schritt
B). Die Flussigkeit kann auch de-ionisiertes Wasser sein,
das ublicherweise keine Stoffwechsel-hemmende Wir-
kung ausuibt. Auch in diesem Fall l1asst sich der Prifmi-
kroorganismus nach dem Ablegen auf einer Probenstelle
eines Objekttragers durch UV-Bestrahlung oder ander-
weitige Energieeinwirkung (z.B. Hitze) sterilisieren.
[0058] Zu beachten ist, dass dem aus oder von dem
Nahrmedium enthnommenen Prifmikroorganismus keine
Reste des Nahrmediums anhaften, die das Messergeb-
nis stéren kdnnten. Um eine gleichmaRige Verteilung der
Biomasse des Prifmikroorganismus in der Suspension
zu erhalten, kénnen kleine Zylinder oder Kiigelchen aus
reaktionsinertem Material wie Stahl der Suspension bei-
gemengt und das verschlossene Suspensionsgefaly
dann geschiittelt werden (Schritt C). Die Suspension wird
dann aliquotiert und in Replikaten (Schritt D), deren An-
zahl von Protokoll zu Protokoll variieren kann, sachte auf
den Objekttrager gebracht, z.B. unter Verwendung einer
Pipette mit Plastikspitze, wobei eine gleichmaRige Auf-
tragung mit homogener Schichtdicke die besten Mess-
ergebnisse verspricht (Schritt E). Nach dem Aufbringen
aller zu untersuchenden Proben auf den Objekttrager
lasst man diesen zum Trocknen der Suspensionen flr
einige Minuten, z.B. zehn bis dreilRig Minuten, bei einer
festgelegten Temperatur, z.B. 37°C, stehen (Schritt F).
Wird der Priifmikroorganismus nach der Ernte aus dem
Bebritungsgefal unmittelbar ohne weiteres Resuspen-
dieren auf den Objekttrager aufgebracht, kann das
Trocknen entfallen oder zumindest deutlich kirzer aus-
fallen.

[0059] Die so praparierten Objekttrager kdnnen dann
in einen Messschacht eines Spektrometers eingefiihrt
und Probe fiir Probe unter Bedingungen, die den Einfluss
wenigstens einer Varianzquelle zulassen, gemessen
werden. Einige Stellen auf dem Objekttrager kénnen
auch mit Teststandard-Biomasse belegt werden, um die
technische Leistungsfahigkeit des Spektrometers zu
Uberprifen, beispielsweise angelehntan dasin EP 3 392
342 A1 erlauterte Verfahren der Anmelderin.

[0060] Die erfassten Spektren kénnen nach den Ubli-
chen Prozessierschritten wie Grundliniensubtraktion,
Glattung und Bildung der zweiten Ableitung einer Analy-
se mit dem zuvor erstellten varianzkonditionierten Klas-
sifikator unterworfen werden. Wie zuvor beschrieben
werden dabei nur (zumindest aber vorherrschend) die-
jenigen spektralen Merkmale bertcksichtigt, die von der
Varianz gar nicht oder nur wenig beeinflusst werden, wo-
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hingegen solche spektralen Merkmale, die eine hohe Va-
rianz-bedingte Variation aufweisen, weitgehend oder
vollstandig ausgeblendet werden.

[0061] Die Verarbeitung der Messdaten mit dem vari-
anzkonditionierten Klassifikator fihrt zu einer Zuordnung
des untersuchten Spektrums zu einer der mdglichen
Identitaten auf der zweiten taxonomischen Ebene, im
Beispiel des Streptococcus pneumoniae einem der refe-
renzierten Serotypen. Nur in seltenen Fallen gelingt kei-
ne verlassliche Charakterisierung, beispielsweise auf
Grund unvorhergesehener Stérungen bei der Bebriitung,
Probenpraparation oder Messung oder weil die gesuchte
Identitat des Prifmikroorganismus auf der zweiten taxo-
nomischen Ebene in den Referenzdaten nicht beruick-
sichtigt ist (z.B. im Fall eines sehr seltenen, fiir die klini-
sche Praxis nahezu irrelevanten Serotyps).

[0062] Abbildung 4 zeigt ein weiteres Beispiel der fort-
gesetzten Unterscheidbarkeit von Serotypen auch unter
variierenden Feuchteniveaus in einem Hauptkomponen-
tenraum, der hier der Ubersichtlichkeit halber zweidi-
mensional gezeigtist (PC 2, PC 3). Grundlage ist die Art
Legionella pneumophila, von der fiinfzehn Serotypen in
der Darstellung spektraler Merkmale beriicksichtigt sind.
Allerdings sind die Serotypen nicht einzeln klassifiziert,
sondern in stark pathogene und weniger pathogene zu-
sammengefasst. Dies unterscheidet den ersten Serotyp
SV#1 (rechte Datenwolke), der fiir 70 bis 80 Prozent aller
Legionellosen beim Menschen verantwortlich ist, von
den nachsten vierzehn SV#2 bis SV#15, die deutlich we-
niger pathogen sind, wenn tiberhaupt. In dhnlicher Weise
kénnten auch suszeptible (empfindliche) und resistente
Serotypen/Stdmme zusammen in Gruppen klassifiziert
werden.

[0063] Die Referenzdaten der verschiedenen Seroty-
pen der Referenzmikroorganismen Legionella pneumo-
phila, deren zu Grunde liegende Stdmme mit unter-
schiedlichen Symbolen wie Dreiecken, Quadraten und
Kreisen kodiert sind, wurden unter vier verschiedenen
relativen Feuchten aufgenommen (arid 10%, semi-arid
30%, feucht 55% und tropisch 85%). In der Darstellung
auRert sich diese Varianz im Wesentlichen in der Erstre-
ckung der Datenwolken entlang der Hauptkomponenten-
achse PC 2. Deutlich ist jedoch, dass die zum Serotyp 1
(SV#1) gehérende Datenwolke, ungeachtet der Varianz,
hinreichend von der zusammengefassten Datenwolke
der anderen Serotypen SV#2 bis SV#15 entfernt ist, um
die Unterscheidbarkeit auf der Grundlage spektraler
Merkmale zu gewahrleisten. Sollten sich in einem Kilini-
kum Durchfallerkrankungen haufen, die sich in einer ers-
ten Analyse, beispielsweise mit der etablierten massen-
spektrometrischen Methode MALDI-TOF, der Bakterien-
art Legionella pneumophila zuschreiben lassen, kann bei
der weiteren Infrarot-spektrometrischen Untersuchung
desisolierten und bebriteten Krankheitserregers ein ent-
sprechend trainierter Klassifikator zur Unterscheidung
des besonders pathogenen Serotyps SV#1 von den an-
deren weniger gefahrlichen Serotypen SV#2 bis SV#15
eingesetzt werden, um im Fall eines positiven Befunds

10

15

20

25

35

40

45

50

55

10

eine gezielte Behandlung beginnen zu kénnen. Diese
Vorgehensweise |asst sich natiirlich auf andere Mikroor-
ganismen ubertragen. Der Flexibilitat der hier beschrie-
benen Kilassifikator-Erstellung sind keine Grenzen ge-
setzt.

[0064] Ausgehend von den zuvor beschriebenen Me-
thoden lassen sich varianzkonditionierte Klassifikatoren
fureine Vielzahl méglicher Mikroorganismen und ebenso
fur eine Vielzahl méglicher Varianzquellen, einzeln oder
auch mehrere kombiniert, wahrend einer spektrometri-
schen Messung ermitteln. Auf diese Weise kann in
Kenntnis der Identitat eines zu charakterisierenden Mi-
kroorganismus auf einer ersten taxonomischen Ebene
durch Wahl des passenden varianzkonditionierten Klas-
sifikators eine spektrometrische Subcharakterisierung
der Identitat auf einer zweiten nachgeordneten taxono-
mischen Ebene robust und verlasslich erfolgen.

[0065] Neben den beispielhaft erlauterten Ausflhrun-
gen sind noch weitere Ausfiihrungsformen der Erfindung
denkbar. In Kenntnis dieser Offenbarung ist es dem
Fachmann ohne weiteres mdglich, weitere vorteilhafte
Ausfihrungsformen zu entwerfen, die vom Schutzbe-
reich der Patentanspriiche unter Einschluss etwaiger
Aquivalente umfasst sein sollen.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum spektrometrischen Charakterisieren
von Mikroorganismen, aufweisend:

- Bereitstellen eines Priifmikroorganismus, des-
sen Identitat auf einer ersten taxonomischen
Ebene bekannt ist;

- Sterilisieren des Prifmikroorganismus;

- Aufnehmen spektrometrischer Messdaten
vom sterilisierten Prifmikroorganismus unter
Bedingungen, die den Einfluss wenigstens einer
Varianzquelle zulassen, welche nicht in der ta-
xonomischen Einordnung des Prifmikroorga-
nismus begriindet ist;

-Auswahlen eines Klassifikators, der darauftrai-
niertist, die Identitat eines Mikroorganismus auf
einer zweiten taxonomischen Ebene, die der
ersten taxonomischen Ebene nachgeordnet ist,
zu ermitteln, wobei mdgliche ldentitaten des
Klassifikators auf der zweiten taxonomischen
Ebene der bekannten Identitat des Prifmikroor-
ganismus auf der ersten taxonomischen Ebene
zugeordnet sind; und

- Anwenden des Klassifikators auf die Messda-
ten, um die Identitdt des Prifmikroorganismus
auf der zweiten taxonomischen Ebene zu ermit-
teln;

- wobei der Klassifikator varianzkonditioniert ist,
indem er erhalten ist durch Trainieren auf gezielt
varianzbehafteten spektrometrischen Refe-
renzdaten verschiedener bekannter Referenz-
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mikroorganismen, welche die gleiche Identitat
auf der ersten taxonomischen Ebene wie der
Prifmikroorganismus aufweisen und verschie-
dene Identitaten auf der zweiten taxonomischen
Ebene abdecken, wobei das Trainieren die
MaRgabe umfasst, diejenigen spektralen Merk-
male eines ersten Typs aus den Referenzdaten,
die eine Unterscheidung der verschiedenen
Identitaten auf der zweiten taxonomischen Ebe-
ne férdern, gegeniber denjenigen spektralen
Merkmalen eines zweiten Typs aus den Refe-
renzdaten, die von der gezielten Varianz beein-
flusst sind, aufzugewichten, um den Varianzein-
fluss bei der Charakterisierung des Prifmikro-
organismus auf der zweiten taxonomischen
Ebene weitgehend oder vollstéandig auszublen-
den.

Verfahren nach Anspruch 1, bei dem das Bereitstel-
len die Isolierung des Prifmikroorganismus aus ei-
nem Habitat umfasst.

Verfahren nach Anspruch 2, bei dem das Habitat
eine biologische und/oder chemische Matrix ist.

Verfahren nach Anspruch 3, bei dem das Isolieren
des Prifmikroorganismus das Entfernen der Matrix
beinhaltet.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, bei
dem das Bereitstellen des Prifmikroorganismus ei-
nen Vermehrungsschritt beinhaltet.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, bei
dem das Sterilisieren ein Exponieren des Priifmikro-
organismus gegeniiber einer Stoffwechsel-hem-
menden Flussigkeit oder Energieeinwirkung um-
fasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, bei
dem die erste taxonomische Ebene und die zweite
taxonomische Ebene unmittelbar benachbart sind.

Verfahren nach Anspruch 7, bei dem die erste taxo-
nomische Ebene der Art (Spezies) und die zweite
taxonomische Ebene der Unterart (Subspezies) ent-
spricht.

Verfahren nach Anspruch 7 oder Anspruch 8, bei
demdie erste taxonomische Ebene der Art (Spezies)
entspricht und die zweite taxonomische Ebene ver-
schiedene Varietaten umfasst, z.B. pathogene und
nicht-pathogene Varietaten, resistente und empfind-
liche (suszeptible) Varietdten oder verschiedene
Stamme der Art.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, bei
dem die Identitat des Prifmikroorganismus auf der
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1.

12.

13.

14.

15.

ersten taxonomischen Ebene vorab durch wenigs-
tens eines der folgenden Verfahren ermittelt wurde:
(i) Massenspektrometrie, (ii) Infrarot-Spektrometrie,
(iii) Wachstum auf selektiven Medien ("bunte Reihe")
und (iv) Gensequenzanalysen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, bei
dem die wenigstens eine Varianz atmospharischen
Ursprungs ist.

Verfahren nach Anspruch 11, bei dem die wenigs-
tens eine Varianz unterschiedliche Werte auf we-
nigstens einer der folgenden Skalen umfasst: Tem-
peratur, Luftfeuchte, Druck und Kohlendioxid-Gehalt
der Umgebungsiuft.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, bei
dem der Klassifikator mit Hilfe von Methoden des
maschinellen Lernens, z.B. kiinstlicher neuronaler
Netze (KNN) oder linearer Diskriminanzanalysen
(LDA), erhalten und trainiert wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, bei
dem die Charakterisierung Infrarot-spektrometri-
sche Methoden verwendet.

Anwendung eines bezliglich wenigstens einer Vari-
anz konditionierten Klassifikators zur Unterschei-
dung von Identitaten eines Mikroorganismus auf ei-
ner vorbestimmten taxonomischen Ebene auf spek-
trometrische Messdaten, welche von einem sterili-
sierten Prifmikroorganismus unter Bedingungen
aufgenommen wurden, die den Einfluss der wenigs-
tens einen Varianz zulassen, wobei die wenigstens
eine Varianz nichtin der taxonomischen Einordnung
des Mikroorganismus begriindet ist.
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